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を 測 定 す る も の で あ る ． こ の よ う な 用 途 で 良 く 用 い ら れ る 蛍 光 色 素 と し て は
7-amino-4-methylcoumarin (AMC)や 7-amino-4-(trifluoromethyl) coumarin (AFC)が挙げられる[14, 15]．発
色色素としては p-nitroaniline[16]が用いられている．その他の検出手法として，蛍光共鳴エネルギー
移動(FRET)を利用した方法ある．基質の両端にそれぞれドナーおよびアクセプターとなる蛍光分子






蛍光が観察されるように設定した手法が開発されている[18]．Fig. 1-1 に FRET を用いた測定の原理の
概略図を示す． 





Y. Caoa らが開発した手法では，ペプチド基質を修飾した電極を使用して電気化学測定を行う [19]．
ペプチドが存在すると，電極近傍へ電気化学活性種が移動できないので，電気化学シグナルが観察さ
れない．プロテアーゼによってペプチドが切断されて初めて電気化学活性種が電極に近づけるように























Figure 1-1 FRET を用いたプロテアーゼ検出法  























































Figure 1-2 ペプチドの切断による電気化学活性種の電極への到達度合いの変化を原理とする 
電気化学測定法 




















                       (1-1) 
ここで，電極での単位面積当たりの反応速度を v(mol/s cm2)，電極面積を A(cm2)，ファラデー定数
を F とすると，ファラデー電流 I(A) は 





























引し，さらに反転して Ei まで戻す場合もある．Ei を電極反応が起きない電位に設定するのが一般的
であり，反転電位を電極反応が拡散律速となる電








電流 Ip が観察される． 
cvADnI p
21212351069.2                    (1-3) 








このうちDPVはFig. 1-4Aのようにパルス強度(ΔE)を一定にし，パルス印加前後で基底電位Ei,j (j=1, 
2, 3, …)を変化させる手法である．電流の測定はパルスを印加直前とパルスを基底電位に戻す直前の
2 点で行い(Fig 1-4B)，その差分ΔI を基底電位に対してプロットすることでグラフを表示する(Fig. 































Figure 1-3 CV で得られるボルタモグラム 
















                 (1-6) 
ただし，F はファラデー定数(9.65 ×104 C/mol)，R は気体定数(8.31 J/mol)，T は温度(K)である．こ
れらの式からわかるように，パルス強度が充分小さいときにはピーク電位を可逆半波電位に近似する
ことができる．また，ピーク電流(ΔI)maxは反応物質の濃度に比例する．DPV では 2 点の電流値の差





電位 Ei)に電位を設定する．その後，電流を記録しながら電解の起こる電位 E に電位をステップさせ
電解を行う(Fig. 1-5A)．電位ステップ直後は Fig. 2-9B のように電極界面の電気二重層の充電に伴う充
電電流 Ich が流れるがごく短い時間で減衰し，その後は電解によって生じるファラデー電流が記録さ







lim)(                 (1-7) 
この式から電流は反応物質の拡散によって支配されることが分かる．このような電流を拡散電流と















Figure 1-4 DPV 測定時の(A) 電位の掃引方法 (B) 
電流応答 (C) 得られるボルタモグラム 








































Figure 1-5 PSCA の(A) 電位印加 (B)アンペログラム 
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0.25% trypsin-EDTA solution (Gibco) 
1.0 mL ずつ分注して冷凍庫内で凍結保存し，使用の度に解凍した． 
PBS(-) 溶液 
ダルベッコりん酸緩衝生理食塩末(PBS(-)，和光純薬工業)を 500 mL Milli-Q 水に溶解し，洗浄
した瓶に移した後にオートクレーブ処理を行うことで滅菌を行った．無菌状態を保つため，瓶の




DMEM (High Glucose, Gibco)：500 mL 
Fetal Bovine Serum(FBS, Gibco)：50 mL 
50 µg/mL Penicillin-Streptomycin(Gibco)：5 mL 
 
FBS は，37 °C で解凍後，56 ℃で 30 min 湯煎することで非働化してから使用した．この処理
は，血清に含まれる補体成分を失活させるために必要である． 
 





細胞の様子を観察し，3 日から 4 日の間隔で継代操作行った．手順を以下に示す． 
 
① 培養容器内の培地を除去し，PBS(-)を 5 mL 添加して細胞層の清浄を行った． 
② PBS(-)を除去した後，0.25% trypsin-EDTA  を 1 mL 添加し，3 min インキュベートを行い細胞
の剥離を行った． 
③ 血清入りの培地を 4 mL 添加し，trypsin の反応を停止させた．Trypsin は培地中に含まれる血
清やイオンによって失活する． 
④ 液全量(5 mL)を 15 ml の遠沈管に移動し，ピペッティングを 20 回程度行うことでシングルセ
ル状態にした．この際，泡立たないように注意する． 
⑤ 4°C，1500 rpm で 5 min 遠心分離（CT15D, 日立製作所）を行った． 
⑥ 上清を除去した後に培地を 5 mL 添加し，ピペッティングによりペレット状態の細胞を均一な
細胞懸濁液にした． 
⑦ C-Chip を用いて細胞数を計測し，懸濁液濃度を算出した． 
⑧ 5.0×105 cells / 5 mL で 25 cm2フラスコに播種した． 































 ポジ型フォトレジスト OFPR800-15 cp (東京応化工業) 
 レジスト現像液 NMD-W 2.38 % (東京応化工業)  
 アセトン (和光純薬) 
 2.5 inch Cr マスクブランクス (ULCOAT) 




 硝酸アンモニウムセリウム(Ⅳ) (和光純薬工業)：17.4 g 
 60 % 過塩素酸(和光純薬工業)：6.07 mL 
 Milli-Q 水：100 mL 
 
装置 
 レーザー描画装置 DWL66fs (Heidelberg Instruments Mikrotechnik) 
 スピンコーター K-359SD-1(共和理研) 
 マルチホットプレート MH-3CS(AS ONE) 
 
手順(Fig. 2-1) 
① ホットプレートでブランクマスクを 145 °C で 5 min プレベークした後，室温で 10 min 放冷し
た． 
② ブランクマスクにポジ型フォトレジスト OFPR800-15 cp を 4000 rpm で 30 s スピンコートし
た後，90°C で 30 min ベークした． 




の強度(Intense)及び Focus の条件はナノマシニング棟で提示されている最適条件を使用した． 
⑤ 描画の終了したマスクを NMD-W 現像液に 90 s 浸漬し，蒸留水で 2 回洗浄を行った後パター
ンの確認を行った．現像が不十分であった場合は，現像と洗浄を繰り返し行った．なお，この
操作が終了するまでは感光に注意する必要がある． 
⑥ 145°C で 30 min ベークを行った後，室温で 10 min 放冷を行った． 



















るレジストである．Fig.2-2 および Fig. 2-3 にポジ型およびネガ型フォトレジストの代表的な反応機
構を示す[3-5]． 
本研究では，ポジ型フォトレジストとして S1818(MICROPOSITTM, Dow Chemical Company)，ネガ




Figure 2-1 Cr マスク作製手順 
































































































(A) SU-8の構造 (B) SU-8に含まれるアンチモン化合物
が光反応により光酸に分解
(C)光酸による架橋反応(ポストベーク時)
Figure 2-2 ポジ型フォトレジスト S1818 の反応機構 
Figure 2-3 ネガ型フォトレジスト SU-8 の反応機構 








オフと呼ばれる．以下に S1818 を使用する際の手順を示す(Fig. 2-4)． 
 
① 基板洗浄 
スライドガラスをアセトン，2-プロパノール，超純水の順に浸漬し，各液内で 10 min 間超音波洗
浄を行った．超純水洗浄後，ガラス表面の水分をエアブローで除去し，O2 プラズマアッシング処
理を 100 W で 3 min 行い表面を清浄化した． 
 
② フォトレジストスピンコート 
スピンコーターを用いてガラス基板上に OAP(東京応化工業)を 3000 rpm，30 s で塗布した．OAP











Figure 2-4 ポジ型フォトレジストを使用するフォトリソグラフィ―手順 






圧水銀灯(HB-50110AA，ウシオ電機)を光源として 25 s 露光を行った． 
 
⑤ 現像 















マアッシング処理を出力 100 W で行い表面を清浄化した． 
 
② フォトレジストスピンコート 













温度と時間の条件は，65°C，1 min，95°C，5 min，65°C，3 min の順とした． 





























Figure 2-5 ネガ型フォトレジストを使用したフォトリソグラフィ―手順 

















本研究では Au と Pd のパターンを作製した．Au パターン作製時には，酸化物であるガラスの上に
は Au は接着しないため，バインダーとして Ti と Pt を用いた．Ar ガス流量を 10 cm3/min，チャンバ
ー内圧 10 Pa として，RF 出力 200 W の条件で，Ti を 2 min，Pt を 1 min，Au を 10 min 順番にスパッ











2.5.1 Ag/AgCl 参照電極 
本研究では Ag/AgCl 参照電極を使用した[8]． 以下に作製手順を記す． 
 
① 5 cm 程度のガラス管に Pt 線を挿入し，挿入部をガスバーナーにより熱封止した．これにより
封止部にクラックが入り，ガラス管内の溶液と外液の間の液絡の役目を果たす． 
② ガラス管に飽和 KCl 水溶液を満たし，更に KCl，AgCl 粉末（ ナカライテスク）を順に加え
先端部に積層させた． 
③ 直径 1 mm の Ag 線を 5 cm 程度切り出し， 3 M HNO3 水溶液で洗浄した．その後蒸留水で
十分に洗浄した． 
④ Ag 線を 0.1 M HCl 中でアノード分極させて Ag 線表面に AgCl を析出させた． 














Figure 2-6 マグネトロンスパッタ概要 





完成した Ag/AgCl 電極は，先端を飽和 KCl 水溶液に浸して保管した． 
 
2.5.2 Pt 対電極 




① Pt 板(厚さ 1.0 mm, 田中貴金属)から 5.0 mm ×15 mm 程度を切出した． 
 
② 切出した Pt 板に一部被覆をはがしたジュンフロン®FETE 電線を Ag ペースト（アサヒ化学研
究所）で接着した．その後，180℃で 30 分間加熱してペーストを硬化させ，1 成形シリコーン
シーラント（東レ・ダウ コーニング）でリード接着部分を覆い，室温で一晩静置して固めた． 





[1] 菅野祐介，東北大学 修士学位論文 (2013) 
[2] 江刺正善，『はじめての MEMS』, 森北出版 (2012) 
[3] 井上久美，東北大学 博士学位論文 (2010) 
[4] 石橋健夫, 上野巧, 鵜飼育弘, 嘉代雄, 田中初幸 (編集) 『半導体・液晶ディスプレイフォトリ
ソグラフィ技術ハンドブック』,リアライズ理工センター (2006) 
[5] Vijay K. Varadan, K.J. Vinoy and K.A. Jose, “RF MEMS and their applications”, Wiley (2003) 
[6] 小島啓安, 『現場のスパッタリング薄膜 Q&A : 反応性高速スパッタの実務アドバイス』, 日刊
工業新聞社  (2008) 
[7] 金原粲, 『薄膜の基本技術 第三版』東京大学出版会 (2008) 
[8] 電気化学会, 『電気化学測定マニュアル基礎編』, 丸善(株) (2002) 
 
 





























グルタミン酸(E)，バリン(V)で構成される DEVD というアミノ酸配列を特異的に認識し，C 末端側の

















































Figure 3-1 各種アポトーシス経路によるカスパーゼの働き 

























本章では，カスパーゼ 3 の働きによってペプチド基質 DEVD-pNA が切断されることで溶液中に遊
離する pNA を微分パルスボルタンメトリー(DPV)によって還元することで検出を行った (Fig.3-3)．
DPV の測定原理等については，既に第 2 章で述べているため省略する．pNP は電気化学活性を有し，
Fig. 3-4 のような機構によって 6 電子還元を行うことが知られている[23-25 ]． 
 
























医学生物学研究所：活性型カスパーゼ 3，カスパーゼ 3 阻害剤(Z-DEVD-FMK) 
和光純薬工業：ダルベッコりん酸緩衝生理食塩末(PBS(-))，ドキソルビシン塩酸塩(Dox)， 
Sigma-Aldrich：マイトマイシン C(MMC) 
Gibco：DMEM(Dulbecco's Modified Eagle Medium, High glucose), ウシ胎児血清 (FBS)，0.25% 
trypsin-EDTA solution, 50 µg/mL ペニシリン-ストレプトマイシン 
 
3.3.2 電気化学測定 
本章で記述する電気化学測定は，全てポテンショスタット(Compact Stat, Ivium Technologies)を使用
して行った．参照電極として Ag/AgCl 電極，対電極として Pt 板，作用電極としてグラッシーカーボ
ン(GC)電極(φ=1.0 mm, BAS)を使用した．なお，参照電極及び対電極の作製方法については第 2 章で
既に述べた． 
Figure 3-3 カスパーゼ 3の電気化学的活性測定の概略図 

















     
微分パルス
ボルタンメトリー




電気化学測定として DPV を使用した．DVP の測定条件は，パルス強度：50 mV，パルス幅：70 ms，
パルス間隔：1 s，掃引速度：5mV/s とした． 
 
3.3.3 吸光度測定 
カスパーゼ 3 活性による pNA の遊離を裏付けるため，電気化学測定以外にも吸光度測定を行った．
測定にはマイクロプレートリーダー(model 680, Bio-Rad Laboratories)を使用し，プレートとして 96 ウ
ェルプレート(model 9102, Corning)を用い，測定波長を λ=405 nm に設定した． 
 
3.3.4 活性型カスパーゼ 3 活性測定 
カスパーゼ 3 の活性測定には，カスパーゼ 3 比色アッセイキット(APOPCYTO，医学生物学研究所)
を使用した．このキットには，細胞溶解用緩衝液，2×反応用緩衝液，1.0 M ジチオトレイトール(DTT)，
pNA 及び DEVD-pNA が含まれている．なお，細胞溶解用緩衝液と反応用緩衝液の組成については，
メーカーで公開されていないため不明である．DTT は還元剤であり，カスパーゼ 3 同士がジスルフ
ィド結合を形成し失活してしまうことを防ぐために用いられる． 
活性測定は次のプロトコルで行った (Fig. 3-5)．まず DTT を最終濃度が 10 mM となるように 2×反
応用緩衝液に溶解した．DTT は溶液状態では不安定になるため，必ず使用の直前に調製を行う必要
がある．次に，活性型カスパーゼ 3 を任意の濃度となるように細胞溶解用緩衝液に溶解しカスパーゼ
3サンプルとした．DTTを10 mM含んだ2×反応用緩衝液を100 µL，カスパーゼ 3サンプルを100 µL，
10 mM DEVD-pNA を 10 µL を 96 ウェルプレート内で混合し，プレートを 37°C に 1 h 静置すること
で，カスパーゼ 3 と DEVD-pNA の反応を行った．1 h 経過後，酵素反応の結果溶液内に遊離する pNA






Figure 3-5 活性型カスパーゼ 3 活性測定実験の概略 






HepG2 には，細胞培養フラスコ(培養面積 25 cm2，Falcon)に細胞数 1.5 ×106 cells で播種を行い，10 ％
FBS と 50 µg/mL ペニシリン-ストレプトマイシンを含む DMEM 培地 5 mL 中で温度 37°C，5% CO2
の湿潤条件で 24 h 培養を行ったものを使用した． 
アポトーシス誘導は Dox および MMC の 2 種類の制がん剤を使用して行った．24 h 培養を行った
フラスコの培地を，5.0  µg/mL Dox または 5.0 µg/mL MMC を含む DMEM 培地に置換し，温度 37℃，





Figure 3-6 HepG2 へのアポトーシス誘導の概略 
Figure 3-7 アポトーシスアッセイの概略 
HepG2播種(1.5×106 cells) 抗ガン剤暴露 (24h)
• 5.0 µg/mL Dox


























(1) フラスコ内の培地全量 5 mL を遠沈管に採取した． 
(2) フラスコ内を PBS(-) 3mL で洗浄し，洗浄液を全量(1)の遠沈管に回収した． 
(3) フラスコに 0.25 % Trypsin-EDTA を 1 mL 添加し，3 min インキュベータ内に静置し，細胞の剥
離を行った． 
(4) 培地を 4 mL 添加し，Trypsin を失活させた後，液全量を(1)の遠沈管に回収し，ピペッティン
グを行ってよく懸濁した． 
(5) 細胞数を計測し，1.5 ×106 cells となるよう調製を行い，別の遠沈管に懸濁液を移動させた．
その遠沈管に対して 400 ×g，4°C 条件で 10 min 遠心分離を行い，セルペレットを得た． 
(6) 上清を取り除いたセルペレットに APOPCYTO 付属の細胞溶解用緩衝液を 200 µL 添加し，懸
濁を行った後，氷上に 10 min 静置した． 
(7) 微量遠心機を用いて 10000 ×g，4°C 条件で 5 min 遠心分離を行い，上清(細胞抽出液)を回収し
て氷上に静置した． 
(8) DTT を 10 mM 含んだ 2×反応用緩衝液を 100 µL と細胞抽出液 100 µL，10 mM DEVD-pNA を
10 µL を 96 ウェルプレート内で混合し，37 °C 条件で所定の時間反応させた． 
(9) 反応時間経過後，酵素反応によって試料内に遊離する pNA を DPV または吸光度測定によって
測定した． 
 
3.4 pNA，DEVD-pNA 混合溶液における pNA 検出 
  
カスパーゼ 3 の活性測定とアポトーシス測定に先立ち，pNA と DEVD-pNA の混合液中で pNA 検
出を試みた．カスパーゼ 3 の活性測定時には，測定試料内に基質である DEVD-pNA と生成物 pNA が






(1) 10 mM pNA 水溶液を 10 µL，DTT を 10 mM 含む 2×反応用緩衝液 100 µL と細胞溶解用緩衝液
100 µL を混合し，濃度が 476 µM である pNA 試料を調製した．476 µM DEVD-pNA 試料も 10 
mM DEVD-pNA 水溶液を使用して同様の手法で作製した． 
(2) DEVD-pNA 試料と pNA 試料を，0:1，1:9，1:3，1:1，3:1，9:1，1:0 の割合で 96 ウェルプレー
ト上で混合し測定試料を調製した．各測定試料における pNA 及び DEVD-pAN の濃度について









DPV によって得られたボルタモグラムを Fig. 3-8A に示す．ボルタモグラムを見やすくするため，
9:1 および 1:9 のボルタモグラムは省略している．また，バックグラウドとして 2×反応用緩衝液と
細胞溶解用緩衝液のみを混合した試料の結果も示している． 
ボルタモグラムは，溶液内の pNA の割合が増加するにつれて，-0.74 V vs. Ag/AgCl から-0.75 V vs. 
Ag/AgCl の間に存在する還元ピークが増大する傾向を示すことが確認された．また，DEVD-pNA と
pNA の比率が，1:0 及び 0:1 である試料，すなわち 476 µM DEVD-pNA または 476 µM pNA のみが含
まれる試料のボルタモグラムに着目すると，DEVD-pNA も pNA も，-0.74 V vs. Ag/AgCl から-0.75 V vs. 
Ag/AgCl の間に還元ピークを有すると考えられる．この結果から，DEVD-pNA と pNA が混在する溶
液中で，還元電位違いを利用した DEVD-pNA と pNA の分離同定は難しいと言える．一方，バックグ
ラウンド分を差し引いたピーク電流値を比較すると，pNA は DEVD-pNA に対して単位濃度あたり
7.3 倍のピーク電流値を示すことが確認された．この結果はから電流値比較することでを根拠とした
pNA の検出が可能である． 









476 0:1 0 210
428 1:9 21 189
357 1:3 52.5 158
238 1:1 105 105
116 3:1 158 52.5
48 9:1 189 21
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R = 0.999
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Figure 3-8 (A) pNA, DEVD-pNA 混合液に対する DPVのボルタモグラム．DEVD-pNA:pNA 条件 1:0，3:1，
1:1，1:3，0:1 の典型的な結果を示した．バックグラウンドは細胞溶解用緩衝液及び 2×反応用緩衝液
のみの試料の結果を示す．DVP 条件:パルス強度 50 mV，パルス幅 70 ms，パルス間隔 1 s，掃引速度 5 mV/s 
(B) DPV のピーク電流値の pNA 濃度に対するプロット．エラーバーは標準偏差を示す(n=3)  


















0.999 であり，DPV と同様に，吸光度も pNA 濃度と高い線形性を示すことが確認された． 
 
以上の結果から，既に確立された手法である吸光度測定と同様に DVP を用いても，DEVD-pNA と
pNA の混在する条件で pNA の定量が可能であることが示された．  
 
3.5 カスパーゼ 3 活性の電気化学的測定 
 
 カスパーゼ 3 は生体内では不活性な前駆体の形で存在しており，イニシエーターカスパーゼによ
って切断されることで 4 量体を形成し，酵素活性を示すようになる．本章では，4 量体化した活性型






を評価する際には，カスパーゼ 3 濃度を 0 unit/well から 10 unit/well の間で設定し，反応時間を 1 h に
設定した．基質とカスパーゼ 3 の反応時間によるシグナルの変化を評価する際には，カスパーゼ 3




反応時間を 1 h に設定し，カスパーゼ 3 濃度を 0-10 unit/well で変化させた試料に対して DPV を行
い得られたボルタモグラムを Fig. 3-10A および B に示す．Fig. 3-10A は 0 unit/well 及び 0.1 unit/well
以上の高濃度条件での結果，Fig. 3-10B は 0-0.1 unit/well 間の低濃度条件での結果を示している．これ



















pNA Concentration / µM
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らのグラフから，-0.52 V vs. Ag/AgCl および-0.75 
V vs. Ag/AgCl 付近に還元ピークが確認された．
-0.52 V vs. Ag/AgCl 付近のピークはカスパーゼ 3
の濃度によらずほぼ一定の値を示しており，溶液
中の溶存酸素の還元ピークであると考えられる．
一方，-0.75 V vs. Ag/AgCl 付近のピークは，pNA 単
独での測定結果(Fig．3-8A)から pNA の還元反応
に由来すると考えられる．このピークは 0-4.0 









unit/well の範囲ではカスパーゼ 3 の濃度増加に伴いピーク電流値が増大し，それ以上では定常値を示
すことが確認された．この定常値はおよそ-2.5 µA であるが，この値は測定試料中の 0.1 µmol 
DEVD-pNA がすべて反応に用いられた場合に相当する濃度の pNA を DPV で検出した場合の電流値



















































































Figure 3-10 (A)カスパーゼ 3 と 476 µM DEVD-pNA
を 1 h反応させた時の DVPのボルタモグラム カス
パーゼ 3の濃度は 0, 0.1-10 unit/well (B)低濃度
域(0-0.1 unit/well)のボルタモグラム (C) DPV ピ
ーク電流値のカスパーゼ 3 濃度に対するプロット 
挿入図は低濃度域の拡大エラーバーは標準偏差
(n=3-9) 
Figure 3-11 カスパーゼ 3 と 476 µM DEVD-pNA を



























































































































































ゼ 3 濃度の増加に応じて増加する傾向が確認された． 
Figure 3-12 DEVD-pNA とカスパーゼ 3の反応時間
を 0-4 h にした時のボルタモグラム 
(A)0h, (B)0.5 h, (C)1 h, (D)2 h, (E)4 h  
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0. 1-4 unit/well でカスパーゼ 3 の活性測定が可能であることが示された．続いて，基質とカスパーゼ
3 の反応時間によるシグナルの変化を評価した結果を示す．Fig.3-12 にそれぞれの反応時間 0-4 h にお
ける DPV のボルタモグラムを示す．反応開始直後である 0 h (Fig. 3-12A)では pNA に由来する還元ピ
ークは確認できなかったが，それ以外ではカスパーゼ 3 濃度に応じた還元ピーク電流値の増大が確
認された．Fig.3-13 に各濃度条件のピーク電流値を反応時間に対してプロットした結果を，Fig. 3-14 
に同様の測定を吸光度測定で行った結果を示す．0.1-4 unit/well では反応時間の増加に伴うピーク電
流値の増加が確認された．また，ピーク電流値の増加速度はカスパーゼ 3 の濃度が高いほど大きく，
特に 1 unit/well 及び 4 unit/well についてはそれぞれ 4 h 及び 1 h で定常値-2.5 µA に到達することが確
認された(Fig.3-13)．これは先に考察した通り，測定試料中の DEVD-pNA がすべて反応してしまった
ことを意味している．同様の傾向は，吸光度測定でも確認された(Fig. 3-14)．以上の結果から，1 




3.6 カスパーゼ 3 阻害剤によるシグナルの変化の検出 
 
カスパーゼ 3 活性の電気化学測定実験の結果から，カスパーゼ 3 の活性に起因すると考えられる還
元ピークが確認された．このピークがカスパーゼ 3 活性を測定したものであることを検証するために，
カスパーゼ 3 に対して活性阻害効果のある z-DEVD-fluoromethylketone(DEVD-FMK)を測定試料に添
加することで，還元ピークの変化を確認した．カスパーゼ 3 の不活性化に伴って還元ピークが減少す
ることが確認された場合，還元ピークがカスパーゼ 3 の活性に依存して変化することが示される．今
回使用した DEVD-FMK は，カスパーゼ 3 の活性中心と不可逆的に結合することでカスパーゼ 3 を不
活性化する[27, 28]．DEVD-FMK の構造を Fig. 3-15 に示す． 
 






















































実験操作は 3.5 のカスパーゼ 3 の活性測定実験と同様の手順で行った．Fig. 3-16 に実験手順の概
要を示す．細胞溶解用緩衝液を用いて 4 unit/well に調製したカスパーゼ 3 試料 100 µL ，2 × 反応
用緩衝液 100 µL，10 mM DEVD-pNA を 10 µL，0-5 µM/well となるように DEVD-FMK を 2 µL 96 ウ
ェルプレート内で混合し，37 °C で 1 h 反応させ，DPV と吸光度測定を行った．  
 
3.6.2 結果と考察 
DPV によって得られたボルタモグラムを Fig. 3-17 に示す．Fig. 3-10A，B と同様に，-0.74 V vs. 
Ag/AgCl から-0.76 V vs. Ag/AgCl の間に還元ピークが確認された．このピーク電流値は DEVD-FMK
添加濃度の増加に従って減少した．これは，DPV で得られたシグナルがカスパーゼ 3 活性に起因す
るものであることを示している． 
DEVD-FMK 添加濃度に対して DPV で得られた還元ピーク電流値をプロットしたものを Fig. 3-18 
に示す．併せて，同様に吸光度測定の結果をプロットしたものを Fig. 3-19 に示す．DEVD-FMK 添
Figure 3-16 カスパーゼ 3活性阻害実験の概略 






• 100 µLカスパーゼ3溶液(4 unit/well)
細胞溶解用緩衝液
• 100 µL 2×反応用緩衝液(含10 mMDTT)
• 10 µL DEVD-pNA (476 µM)
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認を行った．細胞試料にはヒト肝がん細胞株(HepG2)を使用し，制がん剤である Dox または MMC に
暴露してアポトーシス誘導を行った．アポトーシス誘導を行った細胞に対してカスパーゼの抽出を行




3.3.5 の方法で HepG2 のアポトーシスを誘導し，DPV および吸光度計測を行った．すなわち，アポ
トーシスを誘導するために，HepG2 を 5.0 µg/mL の Dox または 5.0 µg/mL の MMC を含む DMEM 培
地で 24 h 培養した．アポトーシス誘導後，培養中に用いた培地及び細胞溶解液を遠心分離すること
によって細胞抽出液を調製し DEVD-pNA と 0-4 h 反応させ，遊離した pNA を DPV および吸光度測
定によって測定した．また，ネガティブコントロール(Control)として，アポトーシス誘導を行ってい

























Figure 3-17 カスパーゼ 3 4 unit/well に 10 mM 
DEVD-pNA と 0-5 µMの DEVD-FMK を 1 h 反応させた






































Figure 3-19 DEVD-FMK 添加濃度に対する吸光度の
プロット 
Figure 3-18 DEVD-FMK 添加濃度に対する DPVピー
ク電流値のプロット 





Dox および MMC でアポトーシスを誘導した試料とネガティブコントロール用の試料をそれぞれ 2 
h DEVD-pNA と反応させた後に DPV を行い得られたボルタモグラムを Fig. 3-20 に示す．pNA と
DEVD-pNA の混合液のボルタモグラム(Fig. 3-8A)と同様に，-0.75 V vs. Ag/AgCl に pNA および
DEVD-pNA の還元に由来するピークが確認された．ネガティブコントロール(Control)のピーク電流値
は-0.49 µA であり，Fig. 3-8B のプロットを参考にすると，ほぼ DEVD-pNA の還元のみに由来する値
であると考えられ，アポトーシス誘導を行っていない試料ではカスパーゼ活性が検出されていないと
言える．一方，Dox および MMC でアポトーシス誘導を行った試料では，ピークの増大が確認され，
それぞれ-1.00 µA(Dox)，-0.76 µA(MMC) となった． Fig. 3-10C に示した，カスパーゼ活性と還元ピ
ーク電流値のプロットを参考にした場合，Dox では 0.4 unit/well，MMC では 0.21 unit/well のカスパー
ゼ活性が誘導されたと推定される． 
続いて，Fig. 3-21 に DEVD-pNA と細胞抽出液の反応時間に対して還元ピーク電流値をプロットし
たグラフを示す．それぞれの点はピーク電流値の平均値(n=3) を示し，エラーバーは標準偏差を示し
ている．Dox または MMC でアポトーシス誘導を行った試料では，DEVD-pNA との反応時間が増加






































































Figure 3-20 Dox および MMC でアポトーシス誘導
をした HepG2の細胞抽出液と DEVD-pNAを 2 h反応
させた試料に対する DVP のボルタモグラム ネガ
ティブコントロールはアポトーシス非誘導細胞の
抽出液 
Figure 3-21 DEVD-pNA と細胞抽出液の反応時間に
対するピーク電流値のプロット 
エラーバーは標準偏差(n=3) 





来するものであり，カスパーゼ 3 が活性化されず DEVD-pNA が切断されないので試料中の
DEVD-pNA 濃度が一定であるためである．吸光度測定を行った結果を併せて Fig. 3-22 に示す．吸光
度についても，Dox および MMC では反応時間増加に従って増大した．これらの結果から，アポトー















略した Method A と細胞溶解のステップを省略し試料として細胞懸濁液を使用する Method B の 2 種
類のプロトコルを用いた．Method B では，細胞溶解用緩衝液の代わりに PBS(-) を使用した．また，
Method A と Method B に共通する条件として，アポトーシス誘導は 5.0 µg/mL Dox のみで行い，




Fig. 3-23A に Method A を用いて測定を行った結果得られたボルタモグラムを示す．このプロトコ
ルでは細胞溶解液中に様々な細胞片が存在する．しかし，ボルタモグラムからは Fig. 3-20 と同様に
-0.75 V vs. Ag/AgCl付近に pNAおよびDEVD-pNA の還元に由来すると考えられるピークが確認され
た．特に，アポトーシス非誘導試料(Control) と比較して，アポトーシス誘導試料(Dox)は大きなピー
電気化学的測定が可能であることが示された． 
Fig. 3-23B に Method B を用いて測定を行って得られたボルタモグラムを示す．このボルタモグラ





















する要因を明らかにするために，カスパーゼ 3 の細胞外放出と DEVD-pNA の細胞膜透過について検
討を行った． 
 
3.9.1 カスパーゼ 3 の細胞外放出 
カスパーゼ 3 が細胞外に放出されているか否かを検証するため，Method B に従い細胞懸濁液を調
製した．ただし，細胞懸濁液に対して反応用緩衝液を添加してからすぐに DEVD-pNA を添加するの
ではなく，しばらく静置し液中にカスパーゼ 3 の放出を行った後に遠心分離を行い，上清のみに対し
てカスパーゼ 3 活性測定を行うことでカスパーゼ 3 の放出を確認した． 
 
3.9.1.1 実験操作 
Method B に従い 5.0 µg/mL DoX でアポトーシス誘導を行った HepG2 の細胞懸濁液を調製した．細
胞懸濁液に 200 µL の反応緩衝液(10 mM DTT)を添加し，遠沈管を 37°C に 2 h 静置した．2 h 経過後，
400 ×g で 10 min 遠心分離を行い，上清 200 µL を 96 ウェルプレートに添加し，DEVD-pNA を 10 µL








































Figure 3-23 (A) Method A に基づいてアポトーシス測定を行った際に得られた DPV のボルタモグラム 
(B) Method B に基づいてアポトーシス測定を行った際に得られたボルタモグラム 








まず，24 h Dox 暴露を行いアポトーシス誘導
したHepG2の懸濁液から調整した上清に対して






スパーゼ 3 活性を検出することができた主な要因は，カスパーゼ 3 の細胞外への放出にあると考えら
れる． 
また，Table.3-2 に同様の実験を 5 回行って得られたピーク電流値とそれらの平均及び標準偏差と
変動係数を示す．実験の途中で細胞株を変えたため，実験全体での変動係数は 15.4 %となってしま











































測定を行った際に得られた DPV のボルタモグラム 
Figure 3-25 (A)DPV のピーク電流値の Dox 暴露時間(0,4,8,12,16,20,24 h)に対するプロット (B) Dox 
暴露時間を変えて調製した細胞懸濁液上清に対してアポトーシス測定を行った際に得られた DPV のボ
ルタモグラム  






131121b -0.850 -0.896 0.065 7.3
140321 -0.663
140406a -0.673
140406b -0.755 -0.697 0.050 7.2
Total -0.777 0.119 15.4





る変動係数値 20 % を下回っており，再現性は良
好であるといえる．次に，アポトーシス誘導時間
(Dox への暴露時間 )ごとのボルタモグラムを
Fig.3-25A に，ピーク電流値を Dox 暴露時間に対














3.9.2 DEVD-pNA と pNA の細胞膜透過の検証 
DEVD-pNA と pNA の細胞膜透過性を評価するために，CultreCoat® 96 Well In Vitro Vascular 
Permeability Assay (Trevigen)キットを使用した．このキットに付属している 96 ウェルの透過チャンバ
ープレートは，各ウェルの底面が 1 型コラーゲコート済みのポリエチレンテレフタレート(PET)膜(1 
µm 孔径)でできており，96 ウェルのアッセイチャンバーと組み合わせると 96 個のボイデンチャンバ
ーになる．この透過チャンバーに HepG2 を播種して単層の細胞層を形成し，DEVD-pNA 及び pNA
が細胞層を透過するかどうかで DEVD-pNA と pNA の膜透過性を評価した．実験の概要を Fig.3-26 に
示す． 
 
3.9.2.1 実験操作  
CultreCoat® 96 Well In Vitro Vascular Permeability Assay (Trevigen)キットの透過チャンバー底面の
PET 膜上にチャンバーあたり 7.5 ×104 cells となるように HepG2 細胞を播種し，DMEM 培地を満た
したアッセイチャンバーに入れて 72 h 培養を行い，透過チャンバー底面を細胞モノレイヤーで覆っ
Absorbance (405 nm)
DEVD-pNA
(after hydrolysis with caspase-3)
pNA
Medium (B.G.) 0.21 0.12
Without cell 0.39 0.51
With cell 0.23 0.35
Table 3-3 DEVD-pNA と pNA の吸光度 












ないように慎重に吸引し，アッセイチャンバーに新しい DMEM 培地を 150 µL 添加した．一方，透
過チャンバー側には 476 µM DEVD-pNA を 50 µL 添加した．2 h 静置した後，アッセイチャンバー
内の DMEM 培地を新しい 96 ウェルプレートへ移し，DEVD-pNA の検出を行った．同様の操作を pNA
についても行った．DEVD-pNA および pNA の検出には吸光度測定を用いた．DEVD-pNA について






Table. 3-3 に DEVD-pNA と pNA それぞれの吸光度を示す．細胞層を形成しなかったネガティブコ
ントロールと比較すると，DEVD-pNA は 10 %，pNA は 30 % の吸光度を示した．この結果から，
DEVD-pNA の細胞膜透過性は低いと考えられる．ｐNA については若干の吸光度の向上が確認されが，
そもそも DEVD-pNA の透過性が低いため細胞内で遊離する pNA は僅かであるので，細胞内から放出
pNA は測定結果に影響を与えないと考えられる．また，外部で遊離した pNA が膜を透過して細胞内
に入っても，再び細胞外へ透過するだけなので，やはり測定結果への影響は小さいと考えられる．  
これらの結果から，細胞溶解を行わず，生細胞に対してアポトーシス測定を行えることの主要因は
DEVD-pNA が細胞膜を透過できることではなく，アポトーシス中のカスパーゼ 3 が細胞外へ放出さ
れることであると考えられる． 
  
3.10 アポトーシス誘導 HepG2 のカスパーゼ 3 の活性阻害 
 
アポトーシス誘導細胞に対するカスパーゼ 3 活性測定で得られた電気化学シグナルが，カスパーゼ
3 の活性に起因しているのかどうかの確認を行った．具体的には，3. 6 の活性型カスパーゼ 3 の活性




基本的なプトロコルは活性型カスパーゼ 3 を対象とした実験と同様である．Method B で調製した
細胞懸濁液 100 µL ，2 × 反応用緩衝液 100 µL，10 mM DEVD-pNA を 10 µL，0.5 µM/well となる




Fig. 3-27 に DPV で得られたボルタモグラムを示す．比較として，DEVD-FMK を添加していない場
合の結果も併せて示している．DEVD-FMK を添加した試料は未添加の試料と比較すると，有意なピ
ーク電流値の減少を示した．また，そのピーク電流値はコントロールとして使用したアポトーシス未




















本章で開発した測定法は，カスパーゼ 3 による酵素反応によって DEVD-pAN から遊離する pNA の
還元をグラッシーカーボン電極を用いた DPV によって電気化学的に検出することを基本原理として
いる．DEVD-pNA と pNA はほぼ同じ還元電位を示したが，拡散係数の差に起因する電極応答の差に
よって pNA を検出することができた．また，アポトーシスを誘導した HepG2 に対して同様の測定を
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高感度な検出を必要とする．この反応は Limulus Amebocyte Lysate(LAL 反応)とよばれる 3 つのセリ
ンプロテアーゼ前駆体(C 因子，B 因子，凝固酵素前駆体)の酵素カスケード反応であり，Fig. 4-1 の





































エンドトキシン検出法としては上記の LAL 反応を利用する LAL アッセイ(リムルス試験)が現在
の主流となっており，薬局方に LAL アッセイをエンドトキシン試験方法として記載している国も多
い．LAL アッセイは，ゲル化法，比濁法，比色法[7-10]の 3 種類のメジャーな検出法に分類される．






法である．これらの手法では，たとえば合成基質 Boc-Leu-Gly-Arg-pNA (Boc-LGR-pNA) を用いる比




Figure 4-2 エンドトキシンの構造模式図 
n
O抗原 コア多糖 Lipid A
糖残基 リン酸基 エタノールアミン 長鎖脂肪酸



















離する pNA を DPV で検出する手法である．この手法は，第 3 章で開発したカスパーゼ 3 活性測定
法と同様の手法である． 
本章では，電気化学測定による既往の研究よりも検出感度を向上させる手法の開発を行った．LAL




























Fig.4-4 に SSV を利用したエンドトキシン検出の概略図を示す．本章では，LAL 反応の基質とし
て LGR-pAP を利用し，遊離する pAP を SSV で検出した．pAP は電極上で 2 電子酸化により
p-quinoneimine(QI)となる(Fig. 4-5) [21]． 
電荷蓄積の工程において，LAL 反応によって遊離した pAP は随時反応電極で酸化され，反応で生
じた電荷は蓄積電極における Ag+ の還元反応に変換され反応によって生じた Ag が蓄積電極上に蓄
積する．蓄積電極上に蓄積した Ag はストリッピングの工程において，電位をアノード側に掃引す
るアノーディックストリッピングボルタンメトリー(ASV)を行うことで再溶解される．ASV で得ら
れるボルタモグラムから，式(4-1)によって電荷量(Q)が算出される．電極上の Ag を全て ASV で溶
解することで，算出された電荷量(Q)を Ag の蓄積量の指標とすることができる． 
Figure 4-3 変換ストリッピングボルタンメトリー概要 
























 dtIQ                    (4-1) 
電荷の保存則から，算出された電荷量(Q)は pAP の酸化反応で生じた電荷量と等しい．そのため，










 生化学工業：LAL 試薬(エンドスペシ-® ES-24S)，米国薬局方標準エンドトキシン(USP-RSE)，
エンドトキシンフリーピペットチップ(TOXIPET 200, 1000)，エンドトキシンフリー96 ウェル













用いた．手順を Fig. 4-6 に示す． 
Figure 4-5 pAP の酸化反応機構 






水板スライドガラス(26 mm×75 mm, 松波硝子工業)をアセトン，2-プロパノール，超純水の順に
浸漬し，各液内で 10 min 間超音波洗浄を行った．超純水洗浄後，ガラス表面の水分をエアブロー
で除去し，O2プラズマアッシング処理を 100 W，3 min 行い表面の清浄化と親水化を行った． 
 
② フォトレジストパターニング 
ガラス基板上に OAP(東京応化工業)を 3000 rpm, 30s でスピンコート後ポジ型フォトレジスト
(MICROPOSIT
TM
 S1818, Dow Chemical Company) を同様の条件でスピンコートした．基板を 65°C
で 1 min，次いで 95°C で 5 min，更に 65°C で 3 min 加熱することによりフォトレジストのプリベ
ークを行った．その後，マスク露光機(MA-20，ミカサ)を用いて水銀ランプで 25 s 間露光を行い，
現像液(MICROPOSIT™ MF™  CD-26 Developer, Dow Chemical Company)を用いて現像を行い蒸留
水で 2 回リンスした． 
 
③ Au スパッタリング 
スパッタ装置(L-332S-FH; Anelva) を用いてフォトレジストパターニングを行った基板上に金属
を堆積させた．RF 出力を 200 W とし，まずガラスとのバインダーとなる Ti を 2 min，次いで金属













スパッタリング リフトオフ 絶縁層(SU-8 3010)
パターニング








（MicroChem Corp.）を 3000 rpm,30s でスピンコート
し，65℃で 1 min，次いで 95°C で 5 min，更に 65°C
で 3 min の順に加熱することでプリベークを行った．
その後，マスク露光機を用いて水銀ランプで 250 count
間露光を行い，65℃で 1 min，次いで 95°C で 5 min，
更に 65°C で 3 min の順にポストベークした．ポス
トベークによって露光部の架橋反応が起こる．室温
まで冷却させてから SU-8 developer（MicroChem Corp.）で現像し，2-プロパノールで 2 回リンスし
た．最後に 180℃で 30 分間ポストベークし，さらに架橋反応を進めることで絶縁パターンとした． 
 
⑥ リード線の接着 







リザーバーは，直径 7.0 mm，深さ 5.0 mm の円柱状ウェルが 3.0 mm 間隔で 2 つ並び，その間を液
絡となる多孔質ガラス(Vycor ® Corning)が繋ぐ構造となっている(Fig. 4-7)．以下に作製手順を示す
(Fig .4-8)． 
 
① PDMS の流し込み 
PDMS の主剤と硬化剤を 10:1 の割合で混合し，混合に入る気泡を除去するためにデシケーター
内で真空脱泡によって除去した PDMS プレポリマーをアクリル製の型に流し込こんだ．型にはウ
ェルのパターンである直径 7.0 mm，高さ 5.0 mm の円柱が 2 つとその間をつなぐ溝用ブロック(幅
5.0 mm，高さ 3.0 mm)が存在する． 
 
② PDMS 硬化・型抜き 





Figure 4-7 溶液リザーバーの構造 
7.0mm
5.0 mm














ポテンシャルステップクロノアンペロメトリー(PSCA)はポテンショスタット(Compact Stat, Ivium 
Technologies)を使用し，作用電極としてグラッシーカーボン電極(CG;φ=1.0，BAS)， 参照電極とし
て Ag/AgCl 電極，対電極として Pt 板を用いて測定した． 
サイクリックボルタンメトリー(CV)及びアノーディックストリッピングボルタンメトリー(ASV)
はポテンショスタット(Compact Stat, Ivium Technologies)を使用して行った．参照電極として Ag/AgCl
電極，対電極として Pt 板を使用した．作用電極として Au 電極(φ=1.6 mm, BAS)またはチップデバイ
ス上の Au 電極(反応電極: φ=5.0 mm，蓄積電極: φ=3.0 mm)を使用した．，． 
SSV 中に電極間に流れる電流の記録には，超高速電流-電圧変換アンプ(428-MAN, TFF Corporation 
Keithley Instruments Inc.)を使用し，変換アンプと記録用コンピューターをデータ収録装置(DAQ; NI 
USB-62ll, National Instruments Japan Co.)と接続し，LabVIEW ver. 2010 (National Instruments Japan Co.)
で作製した制御プログラムを用いてデータの収録を行った． 
. 
4.3.4 エンドトキシン試料および LAL 試薬の調製 
本章では，エンドトキシン試料として米国薬局方標準エンドトキシン(USP-RSE)を使用した．まず，
注射水を用いて，2 ×106 EU/Lの一次ストックを作製した．EU はエンドトキシンの活性単位であり，
菌種や製造ロットによって異なるが今回の場合は質量単位換算で 1.0 EU=0.2 ng となる．一次ストッ
クは-80°C で凍結保管し，実験には一次ストックから調製した二次ストック(2×105 EU/L)を 4°C で保
存して用いた．実験において各濃度のエンドトキシン試料を調製する際に，日本薬局方の記載に従い













Figure 4-8 溶液リザーバー作製の流れ 







エンドトキシン測定用の LAL 試薬として，エンドスペシー®ES-24S を使用した．この試薬は本来





(1) 緩衝液に最終濃度が 1.0 mM となるように 10 mM LGR-pAP を添加した． 
(2) 試験管に個別包装されている LAL 試薬粉末 1 本あたり 200 µL の緩衝液(1.0 mM LGR-pAP
含む)を添加し，液が透明になるまでタッピングで撹拌を行い LAL 試薬とした． 
(3) LAL 試薬とエンドトキシン試料を等量混合し所定所時間反応させた． 
 
Figure 4-9 エンドトキシン試料及び LAL 試薬調製と LAL 反応手順 
• LAL用緩衝液








































(1) 使用直前にチップデバイスを 100 W，6 min 間 O2プラズマ処理し，デバイス内のエンドトキシ
ンを除去した．O2 プラズマ処理後は速やかにクリーンベンチ内へ移動し，環境中のエンドト
キシン混入を防止した． 
(2) 4. 3. 4 に従いそれぞれの溶液を調製した． 
(3) 蓄積セルに 10 mM AgNO3/100 mM KNO3水溶液を 125 µL 添加した． 





(6) 回路形成時点を開始時として 60 min 間，37°C にデバイスを静置し電荷蓄積を行った． 
(7) 60 min 経過後速やかに回路を遮断すると共に，各セルの溶液を排出した． 
(8) 各セルを超純水で慎重に洗浄した．特に蓄積電極上には Ag が蓄積しているため，直接水流が
当たらないよう心掛けた． 
(9) 蓄積セルに 100 mM KNO3を添加し，ポテンショスタットの作用極端子と蓄積電極を接続し，






4.4 LGR-pAP および pAP，AgNO3の電気化学的特性の評価 
 
SSV の電荷蓄積ステップにおける電荷の電極間移動の駆動力は反応セルと蓄積セル間の電位差で




LGR-pAP および pAP をそれぞれ 1.0 mM となるように LAL 用緩衝液に溶解した．また，10 mM
となるように AgNO3を 100 mM KNO3水溶液に溶解した．測定はチップデバイス上で行い，LGR-pAP
および pAP の測定を行う場合は反応セルへ溶液を添加し，反応電極(φ=5.0 mm)を作用極とした．一





ずれの場合も，セル上部の開口部から Ag/AgCl 参照極及び Pt 対極を挿入して使用した． 
LGR-pAP および pAP の測定では，初期電位 0.0 V vs. Ag/AgCl とし第 1 折り返し電位を 0.8 V vs. 
Ag/AgCl，第 2 折り返し電位を-0.6 V vs. Ag/AgCl として 20 mV/s で電位を掃引した．一方，AgNO3の




Fig. 4-10A に LGR-pAP および pAP の CV 測定 で得られたボルタモグラムを示す．比較のため，併
せてLAL緩衝液に対して測定を行った結果も示している．全ての試料で確認される-0.3 V vs. Ag/AgCl
付近の還元ピークは溶存酸素の還元に由来する． 
LGR-pAP は，0.0 V vs. Ag/AgCl から+0.8 V vs. Ag/AgCl 方向に電位を掃引した際には+0.35 V vs. 
Ag/AgCl 付近で酸化反応が始まり，+0.47 V vs. Ag/AgCl でピークが確認された．一方，折り返し+0.8 
V vs. Ag/AgClから-0.6 V vs. Ag/AgClへ掃引を行った際にはLGR-pAP酸化体の還元に起因する電流は
確認されなかった．これは，LGR-pAP 酸化体と Au 電極との間の反応性が低いことが原因と考えら
れる． 
pAP は，0.0 V vs. Ag/AgCl から+0.8 V vs. Ag/AgCl 方向に電位を掃引した際には+0.12 V vs. Ag/AgCl
付近に酸化ピークを示すことが確認された。一方，折り返し+0.8 V vs. Ag/AgCl から-0.6 V vs. Ag/AgCl
へ掃引を行った際には-0.06 V vs. Ag/AgCl 付近に還元ピークを示すことが確認された．これは，電極
において pAP と QI の準可逆的な酸化還元反応が生じることを示している．また，式量電位は酸化ピ
ーク電位と還元ピーク電位の平均値から+0.03 V vs. Ag/AgCl と算出された．LGR-pAP の結果と比較
すると pAP の方がより低い電位で酸化される．これは過去の報告と一致している [16]． 
Figure 4-10 (A)1.0 mM LGR-pAP，1.0 mM pAP および LAL 緩衝液の CV 曲線 (B)10 mM AgNO3/100 mM KNO3













































続いて，Fig. 4-10B に AgNO3/KNO3のボルタモグラムを示す．まず，+0.80 V vs. Ag/AgCl から-0.20 
V vs. Ag/AgCl に電位を掃引したところ，+0.39 V vs. Ag/AgCl から溶液中の Ag+ の還元反応に起因す
る電流が確認され始め，+0.37 V vs. Ag/AgCl でピークを示した．一方，折り返し-0.20 V vs. Ag/AgCl
から+0.80 V vs. Ag/AgCl へと逆方向に電位を掃引した際には，+0.39 V vs. Ag/AgCl で電極に蓄積した




る駆動力について考察する．Ag の式量電位+0.48 V vs. Ag/AgCl と pAP の式量電位+0.03 V vs. Ag/AgCl
には十分な差があり，還元側である蓄積電極の方が酸化側である反応電極よりも電位が高い．そのた
め，電池様の回路を形成した場合，反応電極から蓄積電極へ電荷が移動することになり，電荷蓄積の
駆動力となると考えられる．一方，Ag の還元開始電位と LGR-pAP の酸化開始電位を比較すると，
それぞれ+0.39 V vs. Ag/AgCl と+0.35 V vs. Ag/AgCl であり，電位差が非常僅かである為，回路を形成
しても反応電極から蓄積電極への電荷移動が起こりにくく，電荷蓄積の駆動力には不足すると考えら
れる．そのため，反応セル中に LGR-pAP のみが存在する場合，つまりエンドトキシンが存在せず LAL
反応によって pAP 遊離しない場合には Ag の蓄積がほとんど発生せず，エンドトキシンが存在し
pAP が遊離して初めて Ag 蓄積が発生すると考えられる． 
 
4.5 SSV による pAP の定量 
 
4.4 より，pAP と Ag は SSV を行うのに適した電位の関係にあることが確認された．そこで次に，
SSV で得られるシグナル，すなわち蓄積した Ag をストリッピングした際に得られる電荷量が pAP
濃度及び電荷蓄積時間に依存するかどうかを評価した．  
 
4.5.1 pAP 濃度に対する Ag 蓄積量の依存性評価 
4.5.1.1 実験操作 
チップデバイス(Fig. 4-11)の反応セルに 100 mM HEPES 緩衝液を用いて調製した 0-0.5 mM pAP 水
溶液(pH 7.0)を 125 µL 添加した．一方，蓄積セルには 10 mM AgNO3/100 mM KNO3水溶液を 125 µL





















た後，蓄積セルに 100 mM KNO3 を添加し，蓄積電極を作用電極とし，Ag/AgCl 参照電極および
Pt 対極を挿入して，0.0 V vs. Ag/AgCl から 0.8 V vs. Ag/AgCl の範囲で掃引速度 20 mV/s で ASV を行
い Ag 蓄積量の定量を行った．実験の概略を Fig. 4-12 に示す． 
 
4.5.1.2 結果と考察 
Fig.4-13AにASV で得られたボルタモグラムを示す．Ag の酸化(溶解)に起因するピークが0.4 V vs. 
Ag/AgCl から 0.70 V vs. Ag/AgCl の間に確認された．ピークの大きさは実験に使用した pAP 濃度の
範囲 0-0.5 mM において，濃度に応じて増大した．続いて，Fig. 4-13B に式(4-1) を用いてボルタモグ
ラムより算出した電荷量を pAP の濃度に対してプロットしたグラフを示す．プロットは高い線形性
を示しており，SSV で得られるシグナルが pAP 濃度に比例することが確認された． 
 
Figure 4-12 チップデバイスを用いた SSV シグナルの pAP 濃度依存性評価実験の流れ 
Figure 4-13 (A) 0-0.5 mM の pAP に対して 10 min 電荷蓄積を行った後の ASV で得られたボルタモ























































4.5.2 電荷蓄積時間に対する Ag 蓄積量の依存性評価 
4.5.2.1 実験操作 
4.6.1 と同様の手順で実験を行った．ただし，反応セルに添加する pAP 水溶液の濃度を 0.5 mM の
みとし，電荷蓄積の時間を 5-60 min に設定した． 
 
4.5.2.2 結果と考察 











実験の概略を Fig. 4-15 に示す．蓄積電流をモニタリングするため，蓄積電極と反応電極の間に電
流電圧変換アンプ(図中 Current Amp.)を挿入した．変換アンプから得られるアナログ信号は National 
Instruments 社のデータ収録装置を使用してデジタル信号に変換し，コンピューター上において
LabVIEW ver. 2010 で記述したプログラムを用いて記録を行った． 




















































Figure 4-14 (A)時間を 5-60 min に設定し 0.5 mM pAP に対して電荷蓄積を行った後の ASV で得られた
ボルタモグラム (B)電荷量の反応時間に対するプロット  






Fig.4-16A にエンドトキシン存在時(1000 EU/L)及びエンドトキシン不在時(0 EU/L)に得られた蓄積
電流のアンペログラムを示す．図中の矢印は回路形成のタイミングを示している．，回路形成直後に
記録されている大きな電流応答は回路形成時の充電電流であると考えられる．1000 EU/L 試料のアン
ペログラムでは，回路形成からおよそ 20 min 経過した時点から，急激な電流値の増加が確認された．
一方，エンドトキシンフリー水を使用した 0 EU/L 試料においては，時間が経過しても顕著な電流値
の変化は確認されなかった．LAL 反応が複数の酵素で構成されるカスケード反応であり，反応の最
終段階である凝固酵素が活性化されてLGR-pAPが切断され pAPが遊離し始めるまでにタイムラグが
存在することを踏まえると，1000EU/L 試料で確認された電流値の増加は pAP の遊離が始まり電荷移
動が開始したことに起因すると考えられる． 
モニタリング終了後に測定した ASV のボルタモグラムを Fig. 4-16B に示す．1000 EU/L 試料のボ
ルタモグラムでは，Ag の酸化に起因する酸化ピークが確認された．式(4-1)を用いて算出された電荷
量は 3616 µC であった．一方，Fig. 4-17A のアンペログラムより算出された電荷量は 4126 µC であり，
ストリッピングで得られた電荷量と近い値となった．若干の差異は，Ag の蓄積の仕方と剥がれ方に
Figure 4-15 蓄積電流のモニタリング実験の流れ 



























































ボルタモグラムから算出される電荷量は小さく見積もられてしまう．これが Fig. 4-15B でそれぞれ算
出される電荷量の差の原因であると考える．   
一方，Fig. 4-16B の 0 EU/L 試料のボルタモグラムには小さなピークが確認されただけにとどまっ
た．この小さなピークは Fig. 4-17A で僅かに電流が流れていたことに起因すると考えられる． 
つまり，Fig. 4-10A および Fig. 4-10B より LGR-pAP の酸化開始電位(+0.35 V vs. Ag/AgCl)と Ag の還
元開始電位(+0.39 V vs. Ag/AgCl)には若干の差があったことから，わずかながら電荷移動が起こって
いたのだと推測する． 
  
4.7 SSV 測定前後の電極表面の観察 
 
電荷蓄積後及びストリッピング後の電極表面を電界放射型走査型電子顕微鏡(FE-SEM)によって観





速電圧を 15.0 kV に設定し蓄積電極の観察を行った． 
観察に用いた試料は 1000 EU/L のエンドトキシン試料を使用して，60 min 間電荷蓄積を行い電極上












































































Figure 4-17 電荷蓄積後の電極表面観察 (A) SEM画像 (B)結晶部分の拡大図 (C)(B)に対する 
元素マッピング 緑色が Agを示す (D) EDXスペクトル 








いることが確認された(Fig. 4-17BC)．また，EDS スペクトルには Ag に由来するスペクトルが確認さ
れた(Fig. 4-17D)．以上の結果から，電荷蓄積によって確かに電極表面に Ag が蓄積していることが確
認された． 
一方，ストリッピング後の電極表面には結晶が確認されず(Fig. 4-18A)，EDS スペクトル(Fig. 4-18B)
を Fig. 4-17D と比較すると Ag に由来するスペクトルは大きく減少していた．この結果から，ストリ
ッピングによって電極上の Ag が剥離しているといえる． 
 
4.8 SSV によるエンドトキシンの測定 
 
ここまでの実験で，チップデバイス用で SSV 行い pAP の酸化反応 Ag の蓄積に変換して定量出来
ること，エンドトキシンを試料とした場合に，反応―蓄積電極間で電荷移動が起こることと蓄積電極
上に Ag が蓄積することが確認された．そこで，濃度の異なるエンドトキシン試料に対して測定を行
い，エンドトキシン濃度に対する Ag 蓄積量の変化を評価した． 
 
4.8.1 実験操作 
反応セルに LAL 試薬および 0.5 mM LGR-pAP，0-1000 EU/L のエンドトキシン試料を含む混合液を
125 µL 添加した．蓄積セルには 10 mM AgNO3/100 mM KNO3水溶液を 125 µL 添加した．溶液リザー
バー開口部をパラフィルムで覆うことで溶液の蒸発とエンドトキシンの混入を防止し，デバイスを
37°C に置き，反応電極と蓄積電極のリードを接続して電荷蓄積を行った．電荷蓄積の時間は 60 min 
に設定し，時間経過後は回路を遮断し，各セルを Milli-Q 水で緩やかに洗浄した．洗浄の完了した蓄
積セルに 100 mM KNO3水溶液を添加し，ASV を行い電極に蓄積した Ag の定量を行った． 
 
Figure 4-18 ストリッピング後の電極表面観察 (A) SEM 画像 (B) EDX スペクトル 
keV



































































晶を形成しながら析出している．その為，電極表面の Au と E-M 結合を形成しているものと，Ag 同
士で M-M 結合を形成しているものが存在する．E-M 結合の方が強固な結合である為，M-M 結合よ
りも結合乖離に必要なエネルギーが大きく，高電位側にピークが表れる．そのため，ボルタモグラム
にピークが複数現れると考えられる．また，1000 EU/L でピークが 1 つであるのは，Ag の蓄積量が
多いため，E-M 結合，M-M 結合 それぞれに由来するピークが大きくなった結果，ピーク同士が重な














0EU/L の電荷量平均値(XB)と標準偏差(σB)の 3 倍の和を超える測定値のうち，最小のものを検出限
界(XD)とする，すなわち式(4-2)を満たす最小の測定値を検出限界と定義すると今回の測定法の検出限
界は 0.5 EU/L となる．また，検出可能範囲は 0.5-1000 EU/L となる． 
 
BBD XX 3                (4-2) 
 
従来の電気化学測定法，例えば同じ LGR-pAP を使用し，PSCA によって検出を行う方法[16]と比較
すると，検出限界は 10 EU/L から 0.5 EU/Lに向上し，測定可能範囲は 10-1000 EU/Lから 0.5-1000 EU/L
に向上している．また，一般的に使用されている LAL 試験の検出限界が 30 EU/L[11]であることを踏
まえると，本章で開発した検出手法は感度面で優れていると言える．近年，高純度透析液のエンドト
キシンレベルの基準として日本透析医学会が 1.0 EU/L という基準値を提唱している[12]．この値は，
エンドトキシン規制値の中でも少なくとも国内では最も厳格なものであるが，今回開発した測定法は
この基準値以下のエンドトキシンを検出することができる．また，測定をチップデバイスで行うため，











を利用した．SSV を利用するために，LAL 反応によって pAP を遊離する新規基質 LGR-pAP を使用
し，電気化学特性を評価した．その結果，酸化電位を指標として pAP と LGR-pAP を分離同定できる
ことがわかった．また，遊離 pAP の酸化反応と Ag+ の還元反応を組み合せることで SSV を行うこ
とができ，SSV シグナルは pAP 濃度に依存することが示された．また，チップデバイスを作製し，
実際にエンドトキシンを用いて LAL 反応を誘発させた上で SSV による測定を行ったところ，蓄積
電流と電極への Ag の蓄積が確認され，エンドトキシン検出に SSV を利用した測定法を適用可能で
あることが確認された．さらに，エンドトキシン濃度の条件を変え，測定時間を 60 min 設定して測
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Figure 4-19 (A)0-1000 EU/L のエンドトキシン試料に対して 60 min 電荷蓄積を行った後に測定した
ASVで得られたボルタモグラム (B) 電荷量のエンドトキシン濃度に対するプロット 各プロットは平
均値，エラーバーは標準偏差 (n=3-6) 
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に Fleischmann や Goodridge, Wright らによって行われている[4-9]．当初は電解合成や光電気化学セル，







在する open 型とバイポーラー電極の両端が絶縁体によって分離されている close 型に分類される．本
研究では，SSV を行うため close 型を選択した．まず，モデル実験系として pAP を測定試料とした実
験を行い，pAP の定量が可能であるかを評価した．その後，チップデバイスを作製し，第 4 章と同様
LAL 反応によって生じる pAP の検出実験を行うことで，プロテアーゼの活性検出が可能であるかを
評価した． 
その結果，まずモデル実験系において，液絡を使用しなくとも接続した反応電極と蓄積電極におい
て pAP の酸化と Ag+ の還元がカップリングすることが確認された．また，電気化学活性種の濃度比
及び，反応電極と蓄積電極の面積比により，反応電極と蓄積電極で起こる反応のうち，生じる電流の
小さい反応が全体の系を支配することが確認され，pAP を定量するために必要な条件が決定された．
さらに， SSV で得られるシグナルが pAP 濃度に比例し，pAP を定量可能であること，また電荷蓄
積時間が長くなるほどシグナルが増大することが確認された． 
続いて，リフトオフプロセスを用いて作製したチップデバイス系において，モデル実験系と同様に
SSV によって pAP の定量が可能であることが確認された．次に，測定試料にエンドトキシンと LAL
試薬の混合液を使用し，LAL 反応によって遊離する pAP を測定することで 10 EU/L までのエンドト
キシンを検出できることが確認された．チップデバイスの感度性能には改善の余地があるものの，液
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第 3 章 カスパーゼ 3 の電気化学的測定法の開発とアポトーシス検出への応用 
電気化学を用いた簡便なカスパーゼ 3 測定法を開発し，活性型カスパーゼ 3 の活性測定を行うとと
もに，細胞のアポトーシス検出への応用を行い，実用用途へ発展可能性を評価した．また，測定法の
簡略化に重点を置き，生きたままの細胞の細胞懸濁液を試料として用いることができるかも評価した．
まず，カスパーゼ 3 の基質として Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroaniline（DEVD-pNA） を使用し，酵素反応


















た． SSV を利用するために， LAL 反応によって p-aminophenol(pAP)を遊離する合成基質
Leu-Gly-Arg-pAP (LGR-pAP)を使用した．その結果，エンドトキシンの濃度の増加に応じて pAP の遊
離量が増加する事，および酸化電位を指標として pAP と LGR-pAP を区別できることがわかった．ま
た，チップデバイスを作製し，エンドトキシンを用いて LAL 反応を誘発させた上で SSV による測
定を行ったところ，電極への Ag の蓄積が確認され，エンドトキシン検出に SSV を利用した測定法
を適用可能であることが確認された．さらに，エンドトキシン濃度の条件を変え，測定時間を 60 min
に設定して測定を行ったところ，検出限界が 0.5 EU/L(Endotoxin Unit/L)，測定可能範囲が 0.5 EU/L 
-1000EU/L という結果が得られた．従来の検出法よりも高感度であり，国内における高純度透析液の









グナルが pAP 濃度に比例しており，pAP を定量可能であることを確認した．さらに，測定系のチッ
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